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SUMMARY OF THE THESIS
Septic shock is a serious disease stale which accounts for the majority of death in the
intensive care unit. The syndrome is characterized by either fever or hypothermia,
hematological changes, hemodynamic instability and tissue injury which leads to
respiratory and renal failure. Septic shock has traditionally been considered to be caused
by the presence of microorganisms in (he blood stream. But despite availability of
modem antibiotics, survival rate does not improve. Mortality from sepsis seems to be
mainly dependent on the unpredictable occurrence of complications such as shock and
organ failure and not on the underlying disease. It is now becoming more and more
clear that it is not the invading microorganism which determines the occurrence of shock
and tissue injury during sepsis, but rather the excessive production of a cascade of
endogenous inflammatory humoral mediators, named cytokines. This same mechanism
of deranged cytokine production is considered to be involved in (he systemic inflamma-
tory response syndrome which can accompany non-infectious diseases. Considerable
evidence has been obtained that TNF has a central position in the cytokine cascade
during systemic inflammation, but defining its exact biological role appeared to be very
difficult. In this thesis, several aspects of TNF with regard to its detection, production
and its relation to other humoral inflammatory mediators during the systemic inflamma-
tory response syndrome have been studied.
In Study I, the most optimal procedure for the measurement of biologically active
human TNF in plasma has been determined. It is shown (hat false positive and false
negative results can be a consequence of improper handling of blood samples. This can
be prevented by sampling blood in an EDTA-containing system and separating
bloodcells from plasma within IS minutes after blood collection. It has further been
shown that measurement of biologically active human TNF can be performed in a
sensitive and reliable way with the sandwich TNF ELISA used throughout this thesis.
In Study 2, it has been demonstrated (hat. whereas some sandwich immunoassays for
TNF recognize biologically active unbound TNF, other immunoassays of similar type
also detect biologically inactive TNF/TNF receptor complexes. Competitive
immunoassays for TNF even give a positive signal in the presence of free soluble TNF
receptors, which implicates that this type of immunoassay is unfit for the measurement
of TNF in biological fluids. Many reports which demonstrate the presence of circulating
TNF in septic patients are based on immunoassays which, besides detecting biologically
active free TNF, also give positive results on either free soluble TNF receptor» or
soluble TNF receptors which are occupied with TNF. Réévaluation of published data,
with the consideration that only part of the immunoassays are spécifie for free TNF,
shows that biologically active TNF is not consistently present in the circulation of septic
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patients. It may be that excessive tissue levels of TNF are the cause of tissue damage
and circulating free TNF reflects the leakage of local overproduction of TNF.
Studies 3 and 4 contain results from experiments which investigate the variability of
TNF responsiveness. It has been theorized that TNF responses variably, in order to
explain the biological variation in risk and severity of immuno-inflammatory diseases.
Results presented in Study 3 demonstrate that hemodialysis induces within IS minutes
a transient reduction of in vitro TNF and IL-6 responsiveness by peripheral blood
monocytes. It has subsequently been shown that this reduction does not occur during ex
vivo dialysis. These discrepant results can be explained by the assumption that a high
responsive subpopulation of monocytes exists which, during in vivo dialysis, is preferen-
tially entrapped in the microcirculation after membrane activation. ^ ...... ,>.^ . -
The influence of palm oil consumption on cytokine responsiveness has been investigated
in Study 4. The results suggest that substitution of dietary fat by palm oil reduces the
tendency of peripheral blood monocytes to secrete TNF in vitro. IL-6 and IL-8 secretion
are not affected by palm oil consumption. Significant effects of palm oil consumption
have also been reported on serum lipid profile and coagulation parameters. Several lines
of evidence point to the importance of the Vitamin E constituent of palm oil for its
biological effects. , . . . . . . . .
In studies S, 6 and 7, several inflammatory messenger events which occur during the
systemic inflammatory response in animal models and in patients have been investigated.
In Study 5, the interrelationship between the humoral inflammatory mediators TNF, IL-6
and PAF, which all contribute to the pathogenesis of septic shock, has been investigated
in mice. It is shown that TNF induces the release of IL-6 during LPS-induced shock in
mice which illustrates the function of TNF as a motor of the cytokine cascade. This
specific feature of TNF is considered to contribute to the diversity of the TNF effects.
The experiments further demonstrate that PAF is a trigger for TNF release in vitro. In
vivo, however, PAF is shown not to be essential for a maximal TNF response. These
results demonstrate the flexibility of the mechanism of TNF induction, with the apparent
goal of an intact TNF response during severe inflammation in vivo.
Study 6, describes tissue expression of E-selectin, an adhesion molecule for neutrophils,
in a monkey model for septic shock. It is observed that E-selectin expression is newly
induced on the vascular endothelium of almost every organ, with preference for lung
tissue and skin, in septic monkeys. The pronounced E-selectin expression on the
endothelium of the lung is considered to reflect the inflammatory reaction which
underlies ARDS. The functional role of E-selectin in inducing tissue damage, for which
tissue-infiltration of neutrophils is important, remains to be elucidated.
In Study 7, the clinical relevance of the results obtained in Study 6 has been investigat-
ed. This study describes the E-selectin expression in skin biopsies from patients suffer-
ing from systemic inflammation due to severe peritonitis. It is shown that, although the
primary site of inflammation was the peritoneum, de novo E-selectin expression is
induced on the vasculature of the skin in these patients. It may be that agents which are
able to induce E-selectm, such as LPS or TNF, are released from the locus of inflamma-
tion and activate endothehal cells in remote skin. A number of additional observations
demonstrate the involvement of TNF in the induction of E-telectin expression dunnj
systemic inflammation. . . . . . . . ^ ., ,,._... .-..:. . . . .
Finally, in Study 8. the relation between TNF-receptor trigger duration and effect has
been investigated. The results demonstrate that both for TNF-induced cytotoxicily on
L929 cells and for TNF-induced E-selectin expression on human cndothelial cells, a
prolonged interaction for hours between TNF and the membrane receptor for TNF ia
needed to reach maximal effect. This typical feature of TNF may appear to be crucial
for the intent to interfere with the pathological consequences of a sustained excessive
release of TNF during sepsis. _ , , . , i , , ;
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SAMENVATTING VAN HET PROEFSCHR1FT
Septische shock is een emstige aandoening. die momenteel de belangrijkste doodsoor-
zaak is in de chirurgische intensive care. De ziekte kenmerkt rich door een gestoorde
regulalie van de lichaamstemperatuur, hematologische veranderingen. hemodynamische
instabiliteii en weefselschade met als gevolg ademhalingsstoomissen en niennsuffkien-
tie. Aanvankelijk werd de aanwezigheid van micraorganismen in dr blordbaan aangewe-
zen als directe oorzaak voor septische shock. Maar hot gcbruik van moderne uiiibiotica
heeft de mortaliteit ten gevolge van sepsis niet kunnen vcrminderen. Sterfte door sepsis
lijkl eerder samen te hangen met hel min of meer onvoorspelbare optreden van shock
en orgaanfalen dan met de oonakelijke aandoening. Het wordt nu steeds duidelijker dal
de ongecontroleerde produktie van endogène cytokines de directe aanleiding is lot shock
en weefselschade en niel hel oorzakclijke microorganisme. Ditzelfde mcchanisme lijkt
ten grondslag le liggen aan de gegeneraliseerde onisiekmgsrcactie die als complicate
kan opireden bij niel-infectieuze ziekten. TNF lijkl een centrale roi le spelen binnen de
cytokine cascade. Tot nu toe is het center nog niet mogelijk geweest om de precieze rol
van TNF tijdens sepsis te ktentificeren. In dil proefschrifl worden een aantal aspecten
van TNF met bctrekking lot detectie. produktie en de relatie tot andere onlslekingsmcdi-
atoren tijdens de gegeneraliseerde ontstekingsreactie bestudeerd.
In Studie I wordt de techniek van de plasma TNF bepaling geoptimaliseerd. Aangetoond
wordt hoe men door verkeerde bloedafname procedures, vais positieve of vais negatieve
TNF waarden kan veroorzaken. Door een EDTA afname systeem te kiezen en het
plasma binnen IS minuten van de bloedcellen le scheiden kan dit voorkomen worden.
Vervolgens wordt aangetoond dal de sandwich ELIS A voor humaan TNF die gebruikt
wordt in de studies voor dit proefschrifl, geschikt is om op gevoelige en betrouwbare
manier de hoeveelheid biologisch actief TNF te metcn.
In Studie 2 wordt aangetoond dal sommige sandwich immunoassays voor TNF alleen
biologisch actief vrij TNF herkennen, terwijl andere immunoassays van hetzelfde type
ook biologisch niet actieve TNF/TNF receptor complexen detecteren. Competitieve
immunoassays voor TNF herkennen zelfs onbezette soluble TNF receploren als zou dit
TNF zijn. Deze eigenschap maakt dit type immunoassay ongeschikt voor de meting van
TNF in lichaamsvloeistoffen. Vele publikaiies die de aanwezigheid van TNF in de
circulât* van septische patktnten rapporteren, baseren zich op TNF assays die meer
herkennen dan alleen ongebonden en biologisch actief TNF. Wartneer de in het verteden
gepuNiceerde resultaten opnieuw geévalueerd worden, met de overweging dat slechtt
een deel van de TNF assays daadwerkelijk biologisch actief antigeen detecteen. dan
Wijkt de aanwezigheid van biologisch actief vrij TNF in het Woed van septische
palienten zeker geen consistenle bevinding te zijn. Mogelijk is de aanwezigheid van TNF
in de weefsels pathofysiologisch relevant en is circulèrent! TNF de weerslag van een
lokaal niet wegvangbare hoeveelheid TNF.
Studies 3 en 4 beschrijven onderzoek naar net bestaan van een biologische variatie in
de TNF sccretie. Er wordt verondersteld dat de cytokine respons beinvloedbaar is, om
zo de variatie die bestaat tussen verschillende patienter) populaties in risico en emst van
infektieuze en immunologische aandoeningen te verklaren. De resultaten van de derde
studie tonen aan dat hemodialyse de cytokine respons be'invloedt. Gedurende standaard
hcmodialyse blijkt de in vitro TNF en IL-6 release tijdelijk onderdrukt te zijn. Maar
wanneer dezelfde mctingcn tijdens een ex vivo dialyse worden verricht, wordt dit effect
niet teruggevonden. Deze discrepantie zou verklaard kunnen worden door aan te nemen
dat een hyperreaclieve subpopulatie van monocyten bestaat, die na membraan-activatie
preferen-tieel wordt weggevangen in de microcirculatie van de patient. ,„.
In Studie 4 is de invloed van substitutie van het dieetvet door palmolie op de cytokine
respons gemeten. De relatieve TNF respons lijkt afgenomen te zijn tijdens een dergelijk
dieet. De IL-6 en IL-8 respons blijven echter onveranderd. Ook zijn, door anderen, in-
vloeden van palmolie consumptie op de serum vetzuur status en de bloedstolling gerap-
porteerd. Er bestaan meerdere aanwijzingen dat net Vitamine E bestanddeel de uit-
eindelijke oorzaak is van de waargenomen biologische cffccicn van palmolie. ...
De Studies 5, 6 en 7 beschrijven een aantal aspecten van de humorale communicatie
tijdens een gegeneraliseerde ontstekingsreactie in diermodellen en bij patienten. In Studie
5 wordt de samenhang onderzocht tussen TNF, IL-6 en PAF secretie in een in vivo en
een in vitro muizenmodel voor LPS geïnduceerde cytokine release. Deze drie ontste-
kingsmediatoren dragen allé bij aan de pathogenese van septische shock. De resultalen
tonen aan dat TNF de secretie van IL-6 induceert, hetgeen de functie van TNF als motor
achter de cytokine cascade illustreert. Er wordt verondersteld dat deze eigenschap van
TNF ten grondslag ligt aan de grote diversiteit van de door TNF geïnduceerde effecten.
De experimenten laten vervolgens zien dat PAF een trigger is voor TNF release in vitro.
In vivo blijkt PAF echter niet essentieel voor een maximale TNF respons. Deze resulta-
ten illustreren het aanpassingsvermogen van het mechanisme dat TNF release induceert,
met het kennelijke doel om ondanks suboptimale omstandigheden een maximale TNF
respons te waarborgen.
In Studie 6 wordt de weefselexpressie van een adherentie molecule voor neutrofiele
granulocyten, E-selectin, in een apenmodel voor septische shock bestudeerd. Hieruit
blijkt dat in bijna ieder orgaan een de novo vasculaire expressie van het E-selectin
molecule wordt geinduceerd. met name in de long en in de huid. De sterke expressie op
de vaten in de long zou een wcerslag kunnen zijn van het ontstekingsproces dat aanlei-
ding geeft tot ARDS. Hoewel de emst van de weefselschade tijdens septische shock
samenhangt met de hoeveelheid weefsel infiltrerende granulocyten, is het nog niet
aangetoond of de E-selectin expressie tijdens sepsis ook van functioneel belang is voor
het optreden van orgaanfalen.
In Studie 7 wordJ net klinisch belang van de zeade studie onderzocht. Hierin wordl de
E-selectin expressie gemeten in huid biopsieCn van patienten met gegeneraliseerde
ontsleking op basis van peritonitis. Hoe we I bij deze patienten de pnmairr plaats van
ontsteking het peritoneum is, wordt in de huid nieuw geindiceerde F.-selevtin exprrssie
aangetoond. Het is mogelijk dat ter plaatse van het ontstoken pentoneum. stotTen vnj-
komen die in staal zijn E-selectin expressie te induceren, die dit vervolgens op afsiand
doen. Er worden meerdere waamemingen beschreven die het belang van TNF voor de
E-selectin inductie tijdens sepsis aantonen.
Tot slot wordt in Studie 8 de verhouding tussen de duur van de stimulatie van de TNF
receptor en het biologische effect van TNF beschreven. De resultaten laten zien dat voor
zowel de cytotoxiciteit van TNF op L929 cellen als voor TNF getnduceerde E-selectin
expressie op humane endotheelcellen. een langduhge interactie tussen TNF en de mem-
braan receptor van meerdere uren nodig is om een optimaal effect van TNF le be-
werkstelligen. Dcze opvallende eigenschap zou van cruciaal belang kunnen Wijken te
zijn bij onze pogingen om met behulp van TNF-bindende stoffen te intervenie'rcn in dc
vernietigende slroom van gebeurtcnissen gedurende sepsis.
